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(57) Abstract 



A pharmaceutical^ acceptable freeze-dried formulation consisting of an amorphous phase and a crystalline phase and including at 
least one non-protein active principle. The formulation is characterised in that it contains mannitol and alanine in a ratio R of 0.1-1, where 
R is the weight of mannitol over the weight of alanine. 



(57) Abregl 

L' invention a pour objet une formulation lyophilisee constitute d'une phase amorphe et d'une phase cristalline, pharmaceutiquement 
acceptable comprenant au moins un principe actif non prot£ique, caracterisee en ce qu'elle conuent du mannitol et de 1* alanine dans un 
rapport R compris entre 0,1 et 1, R representant la masse de mannitol sur la masse d 'alanine. 
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Formulae ion pharmaceuciaue Ivoohilisee s cable 



La presents invention conceme une formulation pnarmaceutique se presentant sous 
forme de tyophiiisat et contenant au moms un pnnape actif de nature non proteique. 
Plus particuiierement rinvention conceme une teHe formulation, stable a des 
temperatures qui peuvent aller de 25*C a 40*C. qui peut 6tre sort reconstitute sous 
5 forme iiquide par ajout d'un solvent pour son administration par voie parenteral© ou 
oraie. sort directement admtnistfee par vote oraie. a fhomme ou a ranirnal. 
Le prtndpe actif contenu dans la formulation seion ('invention pourra 6tre seul ou 
bten assotie a un autre princtpe actif de nature proteique ou non proteique. 
On sait que ia lyophiJisation peut avoir un effet considerable sur la degradation des 
1 0 phnctpes actifs pharmaceutiques dans une formulation, ainsi qtfun fort impaa sur 
leur stabittte sous forme iyophiitsee. Les diverses vanabtes qui affectent ces 
parametres sont pnnopaiement le pH, la quantite de sets presents, le type et ia 
quantity d 1 excipients dans la formulation, le type de cryoprotection choisi, ainsi que 
les temperatures, pression et temps des operations de congelation, sublimation et 
dessiccation cftotsts. Ces differentes variables influent sur retat physique du 
tyophiiisat obtenu, a savotr : amorphe vitreux, amorphe mou. cristal lin ou une 
combinaison de ces etats. 

Pour la conservation des lyophiKsats. on recourt souvent £ des aades amines, d 
preference a la glycine, et & des potyols, de preference au mannitol, mats la 
Htttrature, tris c opteuse sur le sujet ne donne aucun renseignement sur la solution 
du probitme general de fobtentron d'une formulation pharmaceutique stable qui 
tienne compte des differents parametres qui interviennent dans tes operations de 
formulation et de lyophtiisation d'un pnnape actif non proteique en association avec 
un actde amine et un potyol. 
25 Phis particuii*rement la Htferature enseigne que ia presence d'un abde amine, d'un 
potyol, par example le manrutot d'une phase cnstatline ou d'une phase amorphe 
peut comporter, a cdfe d'avantages certains, des inconvenient* qui se traduisent. 
dans le cas de lyophilisats contenant des pnnapes actifs particuiierement sensibies. 
par des dttass de peremption reiativement courts et/ou des temperatures de 
30 stockage de ces lyophilisats inferieures a 8 # C. II serait pourtant particuiierement 
avaruageux, notamment pour un traitement arnbulatotre. de pouvotr obtentr une 
formulation stable a temperature ambtante jusqu'a sa reconstrtuton et ainsi d eviter 
sa conservation au refrigenateur avam et en cours de traitement 
Le r6le du potyol et d facade amine a efe etudi* separement dans le cas de 
35 i'hormone de crotssance humaine (hGH), mats leur effet syn rgiqu est encore mai 
eiuaae (Pikal M.J., Deliermann K.M., R y M.L., Riggin Th effects of 



20 



BNSDOCID: <WO 9717064A1_I_> 



WO 97/17064 



PCT/FR96/0I706 



2 



formulation variables on th stability of freeze-dried Human Growth Hormone, 
Pharm. research.. 1991, 8, N° 4, 427-436). 

Les avantages et les inconvenients lies a la presence d'acides amines, de mannitol. 
d'une phase cristalline ou d'une phase amorphe sont repertories ci-apres. 

Avantages lies a la presence d'acides amines. 

II a ete demontre que la presence de glycine dans un lyophiiisat. induisait une 
cristallisation des molecules presentes en solution au cours de I'etape de 
congelation de la lyophiiisation (Korey D.J.. Schwartz J.B., Effects of exdpients on 
the cristallization of pharmaceutical compounds during lyophylization, J. Parenteral 
Sd. Tech., 1989, 43. 2, 80-83). Cette cristallisation du principe acW permet 
d'ameiiorer sa stabilite. 

L'alanine sous forme cristallisee a I'avantage d'empecher I'affaissement du lyo- 
phiiisat en cours de sublimation et de desiccation et de permettre Cobtention d'un 
lyophiiisat d'une surface spedfique plus importante et permet done une dessiccation 
plus rapide (Pikal M.J., Freeze-drying of proteins. Biopharm., 28-30 October 1990). 
Inconvenients lies a la presence d'acides amines. 

L'ajout d'un aade amine a un sucre ou a un poryol dans une solution a lyophiliser a 
generaiement pour effet de diminuer la temperature de transition vttreuse du sucre 
(te Booy M.P.W.M.. de Ruiter R.A., de Meere A.L.J.. Evaluation of the physical 
stability of freeze-dried sucrose containing formulations by differential scanning 
calorimetry, Pharm. Research., 1992. 9. 109-114). Or un abaissement de la 
temperature de transition vitreuse est generaiement synonyme de moindre stabUite 
d'un lyophiiisat (FranKs F., Freeze-drying ; from empiricism to predictability, Cryo- 
letters, 1990, 11, 93-110). 
Avantages lies a la presence de mannitol. 

La presence de mannitol dans la composition d'un lyophiiisat est generaiement 
justifiee en tant que ballast de lyophiiisation, e'est a dire qu'il permet a la fois d 
maintenir une structure solide et rigtde du volume du lyophiiisat correspondant au 
volume de solution a lyophiliser, mais sa presence permet aussi d'ajuster a I'isotonie 
la solution reconstrtuee a injecter. Lorsque le mannitol est I'exapient majoritaire 
dans la composition d'un lyophiiisat il est ie plus souvent sous forme cristalline 
(Lyophilized fomiulations recombinant tumor necrosis factor, Hora M.S.. Rana R.K., 
Smith F.W.. Pharm. R s., 1992, 9 (1). 33-36). 
Inconveni nts lies a la presence du mannitol. 
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II a ete reports que le taux d'hydrolyse du methylprednisoione sodium succinate 
sous forme lyophilisee etait plus important en presence de mannrtol qu'en presence 
de lactose, et que ce taux augmentait avec la quantity de mannrtol presents dans ie 
lyophilisat Ced a et6 explique par le fait que la cristatlisation du mannrtol en cours 
5 de lyophilisation change la distribution de I'eau dans la matnce du lyophilisat 

L'accrasssement de la quantitd d'eau presente dans ie mtcro-environnement du 
pnnape actif qui en resulte, favorise I'hydrolyse du pnnape actif et diminue sa 
stabilrte (The effect of bulking agent on the solid state stability of freeze dried 
methylprednisoione sodium succinate, Herman B.D., Sinclair B.D., Milton N. t Nail 
10 S.L, Pharma. Res., 1994, 11 (10), 1467-1473). 

Avantages Ii6s A la presence d'une phase cristalline. 

La presence d'un solute cristallise, dans une solution congetee est un moyen d 
stabiliser les proteines en cours de dessiccation (Carpenter J.F. & Crowe J.H., 
Modes of stabilization of a protein by organic solutes during dessiccation, 
15 Cryobiology, 1988, 25, 459-470). De plus la cristatlisation, en cours de congelation, 

des extipients majoritairement presents dans une solution £ lyophiliser, rend plus 
efficace les operations de sublimation et de dessiccation secondaires, en 
augmentant la surface spteifique d'6change entre l'atmosph*re de r enceinte du 
lyophilisateur et le solide a subiimer. Cette augmentation de surface spectfique des 
formes cristallines par rapport aux formes amorphes fadlite les echanges 
themtiques en cours de lyophilisation. La consequence de cette efficacrte accrue de 
la lyophilisation est robtention de formes lyophilisees dont la teneur en eau 
residueile est moins elevee, ce qui implique une stability accrue du lyophilisat ads 
temperatures plus elevees (Korey D.J., Schwartz J.B., Effects of extipients on the 
25 cristallization of pharmaceutical compounds during lyophyiization, J. Parenteral Sea. 

Tech., 1989, 43, 2, 80-83), 

Inconvenients lies a la presence d'une phase cristalline. 

En general les substances cristaHis6es ont des vitesses de dissolution moins rapide 
que les substances amorphes. En effet, il faut plus d'energie pour arracher une 
mottcule a un rtseau organise d'un arrangement cristaliin, que pour I'arracher a 
Tassemblage inorganis* d'un 6tat amorphe. Parfois la Vitesse de dissolution devi nt 
insuffisante pour permettre une absorption suffisamment rapide de ces substances, 
pouvant entrarner une diminution de leur activite, speciaiement dans le cadre de 
molecules peu stables en s lution. De la mime maniere, la parfarte regularity des 
cristaux etant un cas id*al, rhAterogenerte de la phas cristalline et I 
polymorphism obtenus pour un m*m substance et ntre substances associees 
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induisent des vitesses de dissolutions differentes pour une meme substance et 
entre chacune des substances, pouvant aboutir a des effets therapeutiques non 
reproductibtes (Galenica 2, Biopharmade 2eme edition. 1982. technique et 
documentation). 

En outre, il a ete demontre que la perte d'actrvite d'une proteine lyophilisee etait 
directement reliee aux taux de cnstallinrte de la molecule cryoprotectrice (Izutsu 
K.L. Yoshioka S.. Terao T., Decreased protein-stabilizing effects of cryoprotectants 
due to crystallization.. Phann. Research. 1993, 10, N° 8, 1232-1237 ; izutsu K.I., 
Yoshioka S.. Kojima S.. Increased stabilizing effects of amphiphilic exbpients on 
freeze drying of lactate deshydrogenase (LDH) by dispersion into sugar matrixes. 
Pharm. Res.. 1995. 12 (6). 838-843). Dans la formulation des medicaments 
contenant des proteines, la cristallisation des excipients doit etre evrtee selon : 
(Hemiansky M., Pesak M.. Lyophilization of drugs. VI Amorphous and Cristalline 
forms Cesk. Farm.. 1993, 42, (2). 95-98). 
A vantages lies a la presence d'une phase amorphe. 

Dans le meme ordre d'idee. la forme amorphe se dissout plus rapidement que la 
forme cristallisee et ne presente pas ies inconvenient* lies a I'heterogeneite et au 
polymorphisme des substances cristaliisees. 

D'autre part, la presence tfaddrffs a I'etat amorphe stabilise I'activite de certaines 
enzymes proportionnellement a la concentration de I'addttif selon Izutsu K.L. 
Yoshioka S.. Terao T.. Decreased protein-stabilizing effects of cryoprotectants du 
to crystallization.. Pharm. Research.. 1993, 10, N* 8, 1232-1237. 
L'effet cryoprotecteur des excipients est attribue a I'etat amorphe de ia glycine dans 
le lyophilisat obtenu (Pikal M.J.. Deliermann K.M., Roy M.L Rigg.n M.N.. The effects 
of formulation variables on the stability of freeze-dried Human Growth Hormone. 
Pharm. Research.. 1991. 8, N* 4. 427-436). 
Inconvenients lies a la presence d'une phase amorphe. 

En presence d'une phase amorphe solide seule, le lyophilisat s'affaisse aux tempe- 
ratures superieures a la temperature de transition vitreuse en cours de congelation. 
Au sein d'une phase amorphe molle Ies reactions chimiques de degradation ont une 
cinetique beaucoup plus rapide qtfau sein d'une phase cristalline (Solid state 
stability and preformulation study of a new parenteral cephalosporin antibiotics 
(E1040). Ashizawa K., Uchikawa K.. Hattori T.. Ishibashi Y.. Miyake Y.. Sato T.. 
Yakugaku Zasshi, 1990, 1 10 (3), 191-201). 

D plus, la plus grand vitesse de dissolution des substances amorphes 
s'accompagne parfois d'un plus grande instabilite. ia transformation d'une forme se 
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faisant en general de l'6tat amorphe a I'etat cristallts ' (Gatentca 2, Biopharmad 
2eme edition, 1982, technique et documentation). 

En conclusion, la literature sdentifique, au sujet de I'effet des exdpients sur la 
stabilisation des pnndpes actifs pharmaceutiques, donne des informations 
contradictoires sur leurs proprietes, et ne permet pas non plus d'obtenir des 
informations certaines au sujet des relations entre la structure d'un lyophilisat et sa 
stability De meme, le rdle des polyols et des addes amines, seuls ou en 
association, n'est pas dealt selon un ensemble de proprietes generalisatus, mais a 
et6 observe avec des resultats contradictoires selon les pnndpes actifs etudies et 
les quantrtes d'exdpients mises en jeu. 

II a maintenant 6t6 trouve qu'il exjste un effet synergique entre le mannrtol et 
I'alanine sur la stabilisation des pnndpes actifs pharmaceutiques lyophtiises. II a ete 
notamment demontre que cet effet synergique existe seuiement dans un domaine 
etroit de concentrations relatives de chacun de ces deux exdpients. 
A la base de la presente invention il y a notamment la d6couverte d'un effet 
synergique surprenant resultant de la coexistence d'une phase amorphe et d'une 
phase cristalline qui a pour consequence de stabiliser le prindpe actif 
pharmaceutique lyophilis*. La presente invention ddcrit done I'obtention de cet effet 
pour des rapports mannrtol / alanine privildgies. 

Ainsi la presente invention conceme une formulation pharmaceutique lyophtlisee 
constituee d'une phase amorphe et d'une phase cristalline, comprenant un 
quantity efficace d'au moins un prindpe actif pharmaceutique non proteique, du 
mannrtol et de I'alanine, ces deux demiers exdpients etant dans un rapport 
massique R compris entre 0,1 et 1, R 6tant le rapport entre la masse du mannrtol et 
la masse de I'alanine. 

Le prindpe actif indus dans ladrte formulation reste stable a des temperatures qui 
peuvent alter de 25*C * 40 # C sous forme lyophilisee. Le cas echdant la dissolution 
du lyophilisat obtenu est rapide et totale. L'aspect du lyophilisat n'est pas effondre et 
sa teneur en eau est compatible avec le maintien de la stabilite du prindpe actif. 
II a 6t6 demontr* que, pour R compris entre 0,1 et 1 : 

- le lyophilisat est constitue d'une phase amorphe et d'une phase cristalline, 

- la phase amorphe est majoritairement constituee de mannrtol et de prindpe actif, 

- la phase cristalline est majoritairement constituee d'alanine. 

Bien que I'inv nti n ne sort pas limrtee a un th6ori particultere rendant compte de 
la stabilisation obtenue par assodation d'un ou plusieurs prindpes actifs non 
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proteiques, de mannitol et d'alanine dans les rapports indiques, on peut emettre 
I'hypothese suivante : 

- la phase amorphe. mise en evidence par I'analyse thermique differentieile. 
cryoprotege le prinape actif pharmaceutique en cours de congelation, le pnncipe 
actif etant lui-meme disperse dans cette forme amorphe, et la phase cristalline, mise 
en evidence par diffractometrie des rayons X, fixe la structure du iyophilisat et evite 
son effondrement 

Selon un autre de ces aspects, la presente invention a pour objet I'obtention des 
lyophilisats stables contenant un principe actif pharmaceutique cryoprotege par une 
phase solide amorphe constituee completement ou partiettement par du mannitol, 
cette phase amorphe coexistent au sein du Iyophilisat obtenu apres sublimation et 
dessiccation de la solution congeiee, avec une phase cristalline constituee 
essentiellement par i'aianine. 

Ainsi, la presente invention a egaiement pour objet un precede pour ia preparati n 
de formulations pharmaceutiques lyophilisees comprenant au moins un principe actif 
non proteique caracterise en ce qu'on lyophilise un melange dudit principe actif, du 
mannitol et d'alanine dans lequel le mannitol et I'aianine sont presents dans le 
rapport R compris entre 0.1 et 1 , R etant le rapport entre les masses du mannitol et 
de I'aianine. 

D'autres exapients pharmaceutiquement acceptables. normalement utilises dans I s 
formes lyophilisees. peuvent etre introduits dans la formulation selon la presente 
invention, comme par exemple des tampons ou des aades-bases permettant 
d'ajuster le pH, des tensio-actifs, des seis, des conservateurs. notamment des 
conservateurs antibacteriens. des anti-oxydants ou des agents chelatants a 
lexclusion des excipients qui, dans le iyophilisat contenant le principe actif. 
empecheraient la coexistence de la phase cristalline constituee majoritairement par 
le mannitol et de la phase cristalline constituee majoritairement par ( alanine, comme 
par exemple certains derives proteiques d'origine animate ou vegetale tels que les 
gelatines, les dextrines ou les proteines extraites de graines de ble ou de soja, les 
gommes telles que I'agar ou le xanthane, les polyssacharides, les alginates, les 
carboxymethylcelluloses, les pectines, les polymeres synthetiques comme la 
polyvinylpyrrolidone ou des complexes de nature polyssacharidiques comme la 
gelatine d'acacia. Parmi les tampons qui peuvent etre introduits dans la formulation 
selon la pres nte invention, on dtera en particuiier | s tampons carb nat , borate, 
phosphate, citrate. tri(hydroxymethyl)aminomethane, maleate et tartrate, les aades 
ou les bases constituant ces tampons pouvant egal m nt etre introduits seuls. 
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Parmi les tensio-actifs qui peuvent etre introduits dans la formulation selon la 
presente invention, on citera en particulier les polysorbates, les poloxamers, le 
tytoxapol, les lecsthines. Parmi les seis qui peuvent dtre introduits dans la 
formulation selon la presente invention, on citera en particulier les seis de sodium 
5 cornme I'6d6date (EDTA tetrasodique), le chlorure, le docusate (1,4-bis(2- 

ethylhexyl)sulfosucrinate de sodium), le bicarbonate, le glutamate ; ('acetate de 
potassium ; le carbonate dipotassique et le sttarate de magnesium. 
Parmi les conservateurs qui peuvent dtre introduits dans la formulation selon la 
presente invention, on citera en particulier les parahydroxybenzoate de methyle et 

10 propyle, le chlorure de benzethonium, le mercurothiolate de sodium, le 

nitratephenylmercure, I'alcool benzylique. le phenol et le metacresol. 
La coexistence de la phase mannitol amorphe et de la phase alanine cristalline est 
independante de la presence et de la concentration du tampon utilise pour ajuster le 
pH de ta solution, mais elle depend du rapport R precedemment d6f«ni. 

15 Des exemples de formulation des solutions £ lyophiliser conduisant aux f ovulations 

de 1'invention sont les suivantes : 

Un ou une association de principes actifs pharmaceutiques, un tampon 
pharmaceutiquement acceptable pour ajuster le pH, du mannitol et de I'alanine avec 
un rapport massique R = masse de mannrtol/masse d'aianine compris entre 0,1 et 1, 
de I'eau pour preparations injectables, ainsi que, si necessaire, des conservateurs 
antibacteriens et les excipients permettant la solubilisation du ou des principes 
actifs. 

Selon un mode de realisation prtfere de I'invention, le melange alanine/mannitol est 
majoritaire. 

La quantity de principe actif present est limitee par sa solubility dans I'eau. Les 
formulations de I'invention resultent en effet de la lyophilisation de solutions 
aqueuses dans lesquelles le principe actif est parfaitement dissous. 
De mdme tout extipient est present dans la formulation en quantity inferieure a la 
quantity du melange alanine/mannitol. 
Les solutions £ lyophiliser se preparent de la fa$on suivante : 
Les quantity d6sirees de tampon, d'aianine, de mannitol, de conservateurs et d 
principe actif sont ajoutees a la temperature de dissolution appropnee a la quantite 
d'eau pour preparations injectables ou tfagent solubilisant necessaire a leur 
solubilisation jusqu'A complete dissolution. Les s lutions obtenues sont filtrees en 
milieu sterile t repartes en recipients, prtferentiellement des flacons ou des 
carpules. 
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La iyophilisation des solutions est realises comme suit : 

La solution suit un cyde de congelation, puis de sublimation et de dessiccation 
adapte au volume a lyophiiiser et au recipient contenant la solution. 

Pr6ferentiellement on choisit una Vitesse de congelation proche de -2°C/mn dans 
un lyophiiisateur Usifrotd (France) de type SMH15, SMJ100 ou SMH2000. 
Les temps, les temperatures et les pressions de sublimation et de dessiccation sont 
ajustes en fonction des volumes de solution a lyophiiiser et de la teneur en eau 
residuelle desiree dans le lyophiiisat 

On obtient alors un lyophiiisat dans iequel I'alanine se trouve sous forme cristallisee, 
et le mannitol sous forme completement ou partiellement amorphe. Le lyophiiisat 
peut 6tre conserve d 25 a C et m*me jusqu'd 40 # C sans alterer la stabilite chimique et 
biologique du pnnape actif qu'il content 

Une information complete sur les techniques de preparation des formulations in- 
jectables par dissolution des compositions de ('invention est d la disposition d 
Thomme du metier dans Remington's Pharmaceutical Sciences, 1985, 17th Edition 
ou dans William N.A. & Polli G.P., The lyophilization of pharmaceuticals : a 
litterature review, J. Parenteral Sci. Tech., 1984, 38 f (2). 48-59 ou dans Franks F., 
Freeze-drying : from empiricism to predictability, Cryo-letters, 1990, 11, 93-110. 
Le principe actif ou les pnnapes actifs assodes, de type non protdique, formulas 
selon ia presente invention pourront Atre des antalgiques, des anti-inflammatoires, 
des antispasmodiques, des anti-cancereux ou des prindpes actifs utilisables en 
cardiologie , angiologie, gastro-enterologie, hematologic et hemostase, hepatologie, 
infectiologie, neurologie-psychiatrie, rhinologie, rhumatologie, toxicologie, urologie, 
ou dans le domaine du diagnostic ou en tant que regulateurs du metabolisme et de 
la nutrition. 

Dans les families thdrapeutiques et domaine d'activitd biologique mentionnes d- 
dessus a titre exemplificatif, n'importe quel produrt peut constttuer le prindpe actif 
des formulations de la presente invention qui represented un progres techniqu 
considerable dans ia technique pharmaceutique. De pr6f*rence t les pnnapes actifs 
les plus adaptes aux formulations de la presente invention sont ceux dont la stabilite 
en solution aqueuse est problematique. II est cependant envisageable d'appliquer la 
presente invention a des prindpes actifs qui n'ont pas de probleme particulier de 
stability. 

Dans la suite, on a adopts les denominations communes intemationales pour 
designer les prindpes actifs. 
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Le principe actif des formulations pharmaceutiques lyophilisees de la presente 
invention peut dtre choisi notamment parmi le groupe constitue par : 
• les actdes phenylalcanoiques, par exemple le ketoprofene ; 

- les antnnfiammatoires non-steroidiens du type "oxicam", par exemple piroxicam, 
tsoxjcam, tenoxicam ; 

- le paracetamol ; 

- racdtylsalicylate de lysine ou d'arginine ; 

- les corticosteroides, par exemple la methytprednisofone ; 

- le phlorogluctnol ; 

- les addes biiiaires, par exempie I'acide ursodesoxycholique ou un de ses s Is 
pharmaceutiquement acceptables avec des bases inorganiques ou organiques, de 
preference son sel de sodium ; 

-les anthracydines, par exemple la doxorubidne. I'dpirubidne, I'idarubidne, ia 
daunorubidne, la pirarubidne ; 

- les derives de platine, par exemple ia dsplatine, I'oxaliplatine, la cartooplatine ; 
-les derives des alcaloides de la vinca minor, par exemple la vinblastine, la 

vincristine ; 

- les derives des alcaloides de I'ergot de sesgle, par exemple la dihydroergotamine, 
la dihydroergotoxine, la nicergoline ; 

-les derives des bases puriques ou pyrimidiques, par exemple I'acydovir, I 
gancydovir, la cytarabine ; 

- les prostaglandines, par exemple la sulprostone, I'alprostadil ; 

- les benzodiazepines, par exempie le dorazepate dipotassique, le devazepide 

- les antibiotiques bftta-lactamiques, par exemple la piperadlline, le tazobactam ; 

- les antibiotiques macrolides, par exemple Terythromydne ou un de ses derives, en 
general une leucomydne ; 

- les antibiotiques de la famille des tetracydines, par exemple la minocydine ; 

- les antibiotiques du type chloramphenicol, par exemple le thiamphenicol ; 

- les antibiotiques du type spiramydne ; 

- les moutardes azot6es, par exemple le chlorambudl et les nitroso-urees, par 
exemple la carmustine et la streptozodne. Les moutardes azotees et les nrtroso- 
urees sont decrites plus en detail dans Phanmacologie de M. Schorderet et coll. 
1992, 2e Edition, chapitre 69, Ed. Frison. Roche, Paris; 

- les H2-antagonist s, par ex mpl la ranitidin f la famotidin ou un d I urs s is 
pharmaceutiquement acceptables ; 

- r meprazoie et ses analogues ; 
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- 1 s vitamines, par exemple la thiamine, la riboflavins, la nicotinamide, la pyridoxine, 
I panthotenate de sodium, la biotine, I'adde ascorbique, I'adde folique, la 
cyanocobalamine, le retinol, le cholecaidferol, I'alphatocopherol, la cobalamid 
Thydroxycobalamide ; 

-las antitumoraux choisis pamii le taxol, le taxotere et ieurs analogues, la 
dacarbazine, le methotrexate, la plicamydne, le thiotepa, la streptozoane ; 

- les medicaments cardiovascuiaires choisis parmi la molsidomine ou un de ses seis 
pharmaceutiquement acceptables, notamment son chlorhydrate, la linsidomine, 
Pacetazolamide, le medofenoxate, le dittiazem, le nitroprussiate de sodium ; 

- les medicaments hematologiques choisis parmi la tidopidine ou un de ses sets 
pharmaceutiquement acceptables, notamment son chlorhydrate, le molgramostim, 
I'adde foiinique ; 

- les medicaments anticoagulants et antithrombotiques choisis parmi I'heparine. 
I'heparine de bas potds molecuiaire sous forme de nadroparine caldque, 
pamaparine sodique, datteparine sodique, enoxaparine sodique, ardeparin 
sodique, certoparine sodique, reviparine sodique, minolttparine sodique, les 
pentasaccharides antithrombotiques naturals ou de synthase ; 

- les heparinoi'des, par exemple le lomoparan ; 

- Toxoglutarate de di-arginine et les sets pharmaceutiquement acceptables de fadd 
oxoglutarique ; 

les extraits de plantes, par exemple d base de saule, d'harpagophytum, d 
ginseng, de fucus ; 

un gene, un fragment d'ADN ou d'ARN destine a la therapie genique, un 
oligonudeotide, un oligonudeotide antisense, des nudeotides assodes a des 
composes proteiques comme par exemple des extraits de fractions de ribosomes, 
des virus vivants att6nues ou inactives ; 
I'adde valprotque et ses analogues ; 
ia metopimazine ; 
la moxisyiite ; 
le praiidoxime ; 
la d6f*roxamine ; 

le phenobarbital ou autres barbituriques ; 
le domethiazole ; 

le pamidronat de sodium, Talandronate d sodium, le risendronat de sodium et 
autres biphosphonates actifs en tant qu'agent antiosteoporotique, notamment le 
tiludronat ou sel disodique du (r(4^hlorophenyl)thio]methylene}bis (phosphonate) 
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(SR 41319) sous forme hemrhydratee ou monohydratee ; 

- tes antagonistes 5-HT2- notamment la ketanserine, la ritanserine, le (12,2E)-1-(2- 
fluorophwyl)-3-(4-hydroxyphenyl)-prop-2-$^ 

(SR 46349) ou un de ses seis pharmaceutiquement acceptable* ; 

- les antagonistes de I'angiotensine II, notamment le tasosartan, le telmisartan. I 
losartan potassium, le losartan assoctd a ['hydrochlorothiazide (HCTZ). 
I'eprosartan, le candesartan cilex6til, le valsartan ( Hrbesartan ou 2-n-buty^3-{[2 , - 
(1AM6trazol-5-yf)biph^yl^yl]m^^ 

(SR 47436) et ses sels pharmaceutiquement acceptables ; 

• la fantofarone ou le 1-I(p-{3-I(3 l 4^limethoxyphenethyl)methylam!no] 
propoxy}phenyl)sulfonyl]-2-isopropylindolizine et ses sels pharmaceutiquement 
acceptables ; 

-la tirapazamine ou le 3-amino-1,2,4-benzotriazine*1,4-dioxyde et ses seis 
pharmaceutiquement acceptables ; 

- le (2S)-1-[(2R,3S) 5-chloro-3-(2<^loroph6nyl)-1.(3 ( 4^im6thoxybenzenesulfonyl) 
-3-hydroxy-2 t 3^ihydro-1H-indole-2-carbony^ (SR 49059) 
et ses sels pharmaceutiquement acceptables ; 

* le N,N^ibutyl-3^4-[(2-butyl-5-methylsulfo^ 

phenoxyQpropylamine et ses sels pharmaceutiquement acceptables, notamment I 
chlorhydrate (SR 33589) ; 

le 6-(2^iethyiamino-2-methyl)prop (SR 46559) 

et ses sels pharmaceutiquement acceptables; 

T6thyl{(7S)-7-[(2RV2-(3-cM^ 

naphthaten-2-yloxy}acetate et ses sels pharmaceutiquement acceptables, 
notamment le chlorhydrate (SR 5861 1 A) ; 
le 1-(2,4^ichlorophenyl)-3-(N-piperid^ 

phenyl)- fH-pyrazole et ses seis pharmaceutiquement acceptables, notamment le 

chlorhydrate (SR 141716A) ; 

le 4^IN-(3 t 4^imdthoxy-phenethyl)}-N- 

isopropyM-m^thyHndole (SR 33805) et ses sels pharmaceutiquement acceptables ; 
I'acide 2-{[1<7^loroquinolin^yl)-5-(2 ( ^ 

amino}adamantane-2-carboxylique (SR 48692) et ses seis pharmaceutiquement 
acceptables ; 

le N^dohexyLN-*th^3-(3-<^ (SR 3-1747) 

I (-)-N-methyLN-[4-(4-acetyta^ nyl)butylj 
benzamide (SR 48968) et s s seis pharmaceutiquement acceptables ; 
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- le chl rure de (SJ-l-^-IS-ca.^ichlorophenyl^l^S-isopropoxyphenyJacetyl) 
piperidin-3-yl]6thylH-phenyl-1-a2oniabicyclo[2.2.2] octane (SR 140333A) et ses 
sels quatemaires pharmaceutiquement acceptabies, par example, le 
benzenesulfonate ; 

-le4-amino-1-(6-chloropyrid-2-yl)piperidine et ses sels pharmaceutiquement 
acceptabies. notamment le chlorhydrate (SR 57227A) ; 

- le (S)-N-(1-{3-t1-benzoyl-3-(3.4-dichlorophenyl)pipe^^ 
piperidin-4-yl)-N-methylacetamide (SR 142801) et ses sels pharmaceutiquement 
acceptabies ; 

- I'abde 2-{[4-(2-chlorophenyl)thia20l-2-yl]aminocarbonyl}lndole-1.acetique 
(SR 27897) 

et ses sels pharmaceutiquement acceptabies ; 

- le dopidogrel ou le (+HS)-a-(2-chlorophenyl)-4.5.6.7-tetrahydrothieno-(3.2-c]pyridinj 
-5(4H)-acetate de methyle et ses sals pharmaceutiquement acceptabies. 
notamment son hydrogenosulfate ; 

- le chlorhydrate de 1-(2-naphtalen-2-ylethyl)-4-(3-trifluoromethylphenyl).l. 2,3,6- 
tetrahydropyridine (SR S7746A) et ses sels pharmaceutiquement acceptabies. 
notamment son chlorhydrate ; 

- la N. N-dimethy1-N^(pyridin-3-yl)methyl-^ 

ethane- 1,2-diamine et ses sels pharmaceutiquement acceptabies. notamment le 
fumarate (SR 27417) ; 

- I'acide 2-[(5-(2.6-dimethoxyphenyl)-i-{4-((3-dimethylaminopropyl)methyl- 
carbamoyl]-2-isopropyl-phenyl}- 1 W-pyrazole-3-carbonyl)aminoJadamantane-2- 
carboxylique et ses sels pharmaceutiquement acceptabies (SR 142948A); 

le 3-{1-{2-[4-ben2oyl-2-(3.4-difluorophenyl)morpholino-2-yllethyl}-4-phenyl- 
piperidin-4-yl)-1.1-dimethyluree et ses sels pharmaceutiquement acceptabies (SR 
144190A); 

- le trichlorhydrate de I'acide 3-[N-{4-[4-(aminoiminomethyl)phenyl]-1 ,3-thiazol-2-yl} 
-N-(1-carboxymethylpiperidin-4-yl)amino]propionique et ses sets pharmaceutique- 
ment acceptabies (SR 121566) ; 

- le 3-{N-{4-I4-(amino(N-ethoxycarbonyl-imino)methyl)phenyl]-1 ,3-thia20l-2-yl}-N-(1- 
ethoxycarbonylmethyl)piperidin-4-yi)amino]propionate d'ethyle (SR 121787) et 
ses sels pharmaceutiquement acceptabies ; 

- le 5-ethoxy-1-{4-(N-fer-butylcarbam yl)-2-m thoxybenzenesulfonylJ-3-spiro-[4-<2- 
morpholinoethyloxy)cydohexane]indolin-2-one (SR 121463) et ses s Is pharma- 
ceutiquement acceptabies. 
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On prefere tout particulierement les formulations de ('invention dans lesquelies 
le principe actif est choisi parmi I'acide 2-{[4-(2-chlorophenyl)thiazol-2- 
yl]aminocart>onyi}<ndole-1-acetique ou son sel de potassium, I'irbesartan, t 
doptdogrel, I'adde ursodesoxycholique et son sel de sodium, 
5 le chlorhydrate de 1-(2-naphtalerh2-ylethyl>^{3-trifluoromethylphenyl^ 

tetrahydropyridine, le fumarate de N,N-dimethyl-N'*(pyridtn-3-yl)methy(-N , -[4- 
(2 ( 4,6*triisopropylphenyl)thiazoi"2«yq6thane*1,2*dtamrne l I'adde 2-[(5-(2 t 5- 
dim6thoxyphenyl)-H4-[(3-dimethylaminopropyl) methylcarbamoyl]-2-isopropy»- 
ph6nyl}-1 H-pyrazole-3-carbonyi)amino]adamantane-2-carboxylique r le 3-(1-{2- 
10 [4-benzoyl-2-(3,4^ifluoropheny0mo^ 

1,1-dim6thyiuree, le trichlorhydrate de I'adde 3-[N-{4-[4-(amtno- 
iminomethyOphenylH ,3-thiazol^ 

propiomque, le 3-[N-{4-[4-(amino(N-6thoxycarbonyl-imino)methyl)phenyl3- 1 , 3- 
thiazol-2-yl}-N-( 1 *(6thoxycartx)nyimethyl)piperidin-4- 
15 yl)amino]propionate d'6thyle, le 5^thoxy-1-[4^N-fer-butylcarbamoyl)-2-m 

benzmesulfony^3-spiixH4^2-morpholinoethyloxy)cydohexane]indoli et 
leurs sels pharmaceu- tiquement acceptables 

Les formulations suivantes sont particulierement avantageuses : 
- toute formulation obtenue par lyophilisation d'une solution dans laquelle I 
mannitol est a une concentration de 9 mg par ml, ('alanine est a un 
concentration de 18 mg par ml et le principe actif est I'adde 2-{[4-(2- 
chlorophenyl)thiazol-2yi]aminocarbonyi}tndol-1-acetique a une concentration de 
1,18 mg par ml ou un de ses sels pharmaceutiquement acceptables a une 
concentration equivalente; 
25 - toute formulation obtenue par lyophilisation d'une solution dans laquelle le 

mannitol est d une concentration de 10 mg par ml, ('alanine est a un 
concentration de 23 mg par mi et le pnnape actif est I'irbesartan a un 
concentration de 1 mg par ml ou un de ses sels pharmaceutiquement 
acceptables a une concentration equivalente; et 
30 * toute formulation obtenue par lyophilisation d'une solution dans laquelle I 

mannitol est a une concentration de 9 mg par ml, ('alanine est a un 
concentration de 18 mg par ml et le prindpe actif est le chtorfiydrate de 1-(2- 
naphtal*n-2-yWthyl)^<3-trffl^ a 
une concentration compris ntre 0,01 mg et 0,2 mg par ml ou un de ses sels 
35 pharmaceutiquement acceptables a une concentration equivalente. 
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Un s i pharmaceutiquement acceptable de I'un quelconque des principes actifs 
salifiables enumeres ti-dessus peut egalement etre selectionne a titre de prindpe 
actif. 

Le princtpe actif pharmaceutique est de preference choisi parmi le groupe constitue 
par le set de potassium de I'acide SR 27897 designs ti-apres par SR 27897B. 
I'irbesartan ou SR 47438, le clopidogrel, I'acide ursodesoxyeholique ou son sel de 
sodium, le SR 57746A et le SR 2741 7A. 

Afin d'illustrer la presents invention, sans toutefois la limiter, des evaluations ont ete 
effectuees en choisissant comme exemple de prindpe actif pharmaceutique le 
SR 27897B, le SR 47436 (I'irbesartan) et le SR 57746A. Ainsi plusieurs solutions 
contenant le SR 27897B a 1 mg/ml, un tampon phosphate (Na 2 HP0 4 /NaH 2 P0 4 ) a 
differentes motantes et a des pH compris entre 7,5 et 8.25 ; du mannitol et d 
I'alanine dans un rapport R ■ masse de mannitol / masse d'alanine compris entre 
0.1 et 1 ont ete preparees lyophilisees et analysees. 

De meme, plusieurs solutions contenant le SR 47436 a 1 mg/ml. de I'hydroxyde de 
potassium dans un rapport moiaire [KOH] I [SR 47436] superieur ou egal a 1. d 
I'alanine seule ou un melange mannrtol-alanine dans un rapport R = masse d 
mannitol / masse d'alanine compris entre 0,1 et 1, et de I'ethanol, ont ete preparees 
lyophilisees et analysees. 

Enfin, une solution contenant le SR 57746A sous forme de chlorhydrate a 0,11 
mg/ml, de i'acide dtrique anhydre et un melange rnannrtol-alanine dans un rapport 
R - masse de mannrtol/masse d'alanine egal a 0.5 a ete preparee lyophilisee et 
analysee. 

Le TABLEAU 1 a-apres indique les compositions des solutions etudiees contenant 
le SR27897B. Pour chacune de ces formulations R = 0.5 avec comme 
concentration de mannitol, d'alanine et de SR 27897B respectivement 9 mg/ml, 18 
mg/ml et 1 mg/ml. 
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TABLEAU 1 



5 



10 



15 



LOT N a 


TAMPON 
PHOSPHATE DE SODIUM : mM 


pH DU TAMPON 
PHOSPHATE DE SODIUM 


1 


5 


7.5 


2 


5 


8 


3 


10 


8 


4 


25 


8 


5 


25 


8,5 


6 


15 


8 


7 


25 


7.75 


8 


25 


8 


9 


25 


8.25 


10 


35 


8.25 


11 


25 


8 



Le TABLEAU 2 ci-dessous indique (a composition des solutions lyophiiis6es 
etudiees contenant du SR 47436. 



TABLEAU 2 



LOT N # 


mg/ml 


mg/ml 


R 


mg/ml 


mg/ml 




MANNITOL 


ALANINE 




KOH 


SR 47436 


12 


10 


18 


0.55 


0.137 


1 


13 


10 


23 


0.43 


0.137 


1 



30 



35 
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Le TABLEAU 3 ci-dessous indique la comp sition des solutions lyophilisees 
etudiees contenant le SR 57746A sous forme de chlortiydrate. 



TABLEAU 3 



LOTN* 


mg/ml 


mg/ml 


R 


mg/ml 


mg/ml 


mg/ml 




MANMTOL 


A1AMNE 




ACIDE CITWQUE 
ANHYDRE 


SRCT7MA 


POLYSORBATE 
■0 


14 


9 




0.5 


7.7 


0,11 


0 


15 


9 


18 


0.5 


7.7 


0.11 


1 



La turbidite des lyophiiisats repris en solution sera determinee a I'aide d'un 
turbidimetre Ratio Hach 18900-00. Les resuitats seront exprimes en unites 
nephelometriques de turbidite (NTU) definie par Standard methods for the 
examination of water and wastewater de /'American Public Health Association. 
Les criteres organoleptiques des lyophiiisats seront examines visuellement et 
prendront en compte la coloration du lyophilisat sa structure (effondre ou non). ainsi 
que I'observation d'un dephasage eventuel entre la croute et la mie du lyophilisat 
La teneur en eau des lyophiiisats sera determinee par coulometrie selon la methode 
decrite dans Ph. Fr. Xeme Ed. V. 3.5.6.A., en injectant a I'aide d'une seringue 2 ml 
de methanol dans le flacon du lyophilisat La teneur en eau sera exprimee en 
pourcentage en poids du lyophilisat 

L'analyse diffractometrique des Rayons X sur les lyophiiisats sera effectuee sur un 
diffractometre SIEMENS D500 TT ; Source : CuKal ; Generateur : 40 KV. 25 mA ; 
Monochromateur arriere ; Fentes : 1/1/1/0,16/0.6 ; Echantillonnage sur portoir pyrex 
; Domaine de baiayage : 4° a 40° par minute en 2 theta de Bragg. 
L'analyse thermique differentielle (DSC) sera effectuee en utilisant I'appareil DSC 7 
Perkin Elmer avec les caracteristiques suivantes : etaionnage a I'indium et au 
plomb, prise d'essai entre 5 et 10 mg dans une capsule de 50 ul, temperature 
initiate de 10'C, vrtesse de chauffage de 10'C/minute, temperature finale de 300*C. 
Le dosage du SR 27897B sera effectue par chromatographie liquide (Ph. Eur. 2. (I) 
V. 6.20.4.) a 254 nm en utilisant une coionne greffee C18 de 25 cm de longueur, de 
4.6 mm de diametre interne et de granulomere 10 um (Bischoff reference 
25461840). La phase mobile sera constituee par un melange volume a volume de 
tampon acetate pH 4,0 (acid acetiqu glacial et ammoniaqu concentree Merck) et 
d'acetonitrile pour chromatographie (Sharlau reference Ac33). La solution t'moin 
sera constitue d'une solution de SR 27897B (foumi par Sanofi Recherche) a 50 ug 
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par ml d methanol (Merck reference 6009). La solution a analyser sera obt nue par 
dissolution du lyophilisat dans 100 ml d'eau ultra purifiee (Millipore, eau "Milli-CT). Le 
dibit sera de 2 ml/mn. On caiculera la surface des pics specifiques obtenue apres 
injection du 20 pi de solution ternoin puis de solution a analyser pour chacun des 
5 chromatogrammes. La teneur en SR 27897B du lyophilisat exprimee en mg/flacon 

pourra §tre d^terminee £ partir du calcul de ces deux surfaces. 
Le dosage des substances apparentees (impuretes) du SR 27897B dans le 
lyophilisat en cours de conservation, parametre srgnificatif de la stability du produit 
sera egalement effectu6 par chromatographie liquide sur colonne greffee C18 
10 (Bischoff reference 25461840). La phase mobile sera constituee par un gradi nt 

d'acetonitrile et de tampon acetate pH 4,0 dont la composition est indiquee dans I 
TABLEAU A : 

TABLEAU A 

5 



TEMPS (minute) 


ACETONITR1LE 
(volume) 


TAMPON ACETATE pH 4,0 
(volume) 


0 


20 


80 


5 


30 


70 


15 


60 


40 


25 


70 


30 


28 


20 


80 


40 


20 


80 



La solution ternoin sera constituee d'une solution de SR 27897B (Sanofi Recherch ) 
£ 10 pg par ml de methanol. La solution a anatyser sera obtenue par dissolution du 
contenu d'un flacon lyophrlis6 dans 5 ml de methanol. Le d6bit sera de 2 ml/mn. On 
caiculera de la m§me manidre la surface des pics specifiques des impuretes 
inconnues obtenue sur les chromatogrammes apres injection de 20 pi de la solution 
a analyser, rapport6e d la surface du pic specifique de SR 27897B obtenue apres 
injection de 20 pi de la solution tdmoin. La teneur en chacune des impuretes 
inconnues et la teneur globale en impuretes du SR 27897B lyophilise t exprimees en 
pourcentage en poids du produit pourront fttre determinees a partir d ces calculs. 

Le dosag du SR 47436 sera effectu ' par chromatographie liquide HPLC ( Ph. 
Eur. 2 (I) V 6.20.4.) & 220 nm en utilisant une colonne de silica greffee C18 en acier 
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20 



25 



30 



35 
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inoxydable. de 25 cm de longueur , 8 mm de diametre extern et 4 mm de 
diametre interne, siiice spherique de diametre 7 uM et de 120 A de diametre de 
pores ayant subi un traitement d'"end capping" (colonne reference 720042 foumie 
par Chromoptic). La phase mobile sera constitute par un melange de 60 volum s 
de solution de tampon phosphate pH 3.0 (adde phosphorique Prolabo reference 
20624295. triethyiamine Fluka reference 90340) et de 40 volumes d'acetonttrile pour 
chromatographie (Merck reference 14291) avec. un debit de 1 ml/mn. 
La premiere solution temoin sera constituee par une solution de SR 47436 (Sanofi 
Recherche) a 0.5 mg par ml de phase mobile. La seconde solution temoin s ra 
constituee par une solution contenant 0,5 mg de SR 47436 et 0.5 mg d'impuref 
correspondant au produit d'ouverture (Sanofi Recherche) par ml de phase mobile. 
La solution a analyser sera obtenue par dissolution du lyophilisat dans 10 ml de 
phase mobile. On s'assurera par injection successive de la premiere et seconde 
solution temoin que ies conditions operatoires sont satisfaisantes (facteur de 
resolution supeneur a 2 entre Ies deux pics pour une injection de 10 ul de la 
seconde solution temoin. coefficient de variation de la surface du pic inferieur ou 
egal a 1 % pour une serie de 5 injections de 10 M l de la premiere solution temoin). 
Apres injection de 10 pi de chaque solution temoin et de 20 Ml de chaque solution a 
analyser, on determinera par le calcui des surfaces des pics spedfiques obtenu s 
sur Ies chromatogrammes la teneur en SR 47436 en mg par lyophilisat 
Le dosage des substances apparentees (impuretes) de SR 47436 sera effectue par 
chromatographie liqu.de HPLC ( Ph. Eur. 2 (I) V 6.20.4.) a 220 nm en utilisant une 
colonne C18 de siiice greffee (cf dosage de SR 47436). La phase mobile sera 
constituee par un melange de 60 volumes de tampon phosphate pH 3,1 et de 40 
volumes d'acetonrtnle pour chromatographie avec un debit de 1 ml/mn. Les deux 
solutions temoins seront constitutes pour la premiere par une solution de SR 47436 
(Sanofi Recherche) a 0,5 mg par ml de methanol (fourni par SDS sous la reference 
0930221) et pour la seconde par une solution de SR 47436 a 0,5 ug par ml de 
methanol. La solution a analyser sera obtenue par dissolution du lyophilisat dans 10 
ml d'eau pour preparations injectabies (PPI). L'analyse devant etre effective au plus 
tard dans la demi-heure suivant la reconstitution. On s'assurera de conditions 
operatoires satisfaisantes par injections successes de 10 ul d'eau pour 
preparations injectabies et 10 ul des deux solutions temoins (temps de retention du 
pic principal voisin pour ies d ux temoins. rapport signal sur bruit supeneur ou egal 
a 10 pour le premier temoin). Apres injection d 10 pi de la solution a analyser, on 
determinera par le calcul des surfaces des pics spebfiqu s obtenues sur Ies 
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chromatogrammes I s teneurs par substance apparent e et la ten ur globale en 
substances apparentees (impuretes) exprimees en pourcentage de poids du 
produit. 

Le dosage du SR 57746A (Sanofi Recherche) sera effectue par chromatographic 
liquide a 224 nm en utiiisant une colonne de silice greffee C18 de 25 cm de 
longueur, de 4 mm de diametre interne et de granulomere 7 urn (Macherey Nagel, 
reference 720042). La phase mobile sera constituee par un melange de 45 volum s 
d'acetonitrile pour chromatographic (Rathbum reference RH 1016) et de 55 volum s 
de solution tampon pH 3,0 (prepare© en diluant 5 t 5 ml dacide phosphorique dans 
950 ml d'eau demineralisee filtree (Millipore Alpha-Q), puis en ajustant a pH 3,0 
avec une solution de triethylamine (Fluka, reference 90340), en ajoutant ensuite 10 
ml d'acetonitrile et en completant a 1000 ml avec de I'eau demineralisee filtree). La 
solution temoin sera constituee d'une solution de SR 57746A a 15,0 mg par 100 ml 
de methanol (Carlo Erba, reference 414814). La solution a analyser sera obtenu 
par dissolution du lyophilisat dans 3 t 0 ml d'un melange constrtu6 de 25 volumes de 
methanol et de 75 volumes d'eau demineralisee filtrte. Le dibit sera de 1 ml par 
minute. On mesurera la surface des pics specifiques obtenus apres injection de 10 
til de solution temoin puis de solution a analyser pour chacun des 
chromatogrammes. La teneur en SR 57746A du lyophilisat exprimee en mg/flacon 
pounra etre d£tenminee a partir de la mesure des deux surfaces. 
Le dosage des substances apparentees (impuretes) du SR 57746A dans le 
lyophilisat en cours de conservation sera egaiement effectuee par chromatographic 
liquide sur colonne avec les conditions chromatographiques decrites dans 
« Dosages » de (Ph. Eur. 2. (I) V.6.20.4). La solution temoin sera constituee d'un 
solution de SR 57748A a 0,15 jig par ml de methanol. La solution a analyser sera 
obtenue par dissolution du contenu du lyophilisat dans 3 ml d'un melange de 25 
volumes de methanol et de 75 volumes d'eau demineralisee fiftr^e. Le d6bit sera d 
1 ml par minute. On mesurera de la mdme maniere la surface des pics specifiques 
des impurefes inconnues obtenues sur les chromatogrammes apres injection de 10 
nl de la solution a analyser, rapportee a la surface du pic specifique de SR 57746A 
obtenue apres injection de 10 fd de solution temoin. La teneur en chacune des 
impuretes inconnues et la teneur globale en impuretes du SR 57746A lyophilis * , 
exprim' s en pourcentag en surface, pourront &tre determine s a partir de ces 
mesures. 
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Les resuitats analytiques obt nus en utitisant ces differentes methodes sont deems 
ci-apnes. 

Le TABLEAU 4 ci-apres represents les resuitats des controles mrtiaux effectues sur 
les lyophilisats de SR 27897B pour la teneur en eau (en % en poids du lyophilisat). 
la temperature de transition vitreuse Tg (en °C) determines par DSC. et sur les 
lyophilisats repris par de I'eau PPI pour la turbidite (en NTU) et le pH. 



TABLEAU 4 



10 



15 



Lot N* 


% Eau 


Tg'C 


Turbidite NTU 


PH 


1 


0,39 


27 


58 


7.25 


2 


0.47 


25 


23 


7.2 


3 


0.6 


27 


11 


7.4 


4 


0.91 


35 


2.2 


7.6 


5 


0.89 


40 


29 


7.5 


6 


0.61 


36.7 


17 


7.6 


7 


0.93 


45,5 


33 


7.6 


8 


1.07 


46,1 


1,4 


7.8 


9 


1,04 


45.7 


0,5 


7.7 


10 


1.94 


45.8 


0,8 


7.8 


11 






4.5 


7.6 



A titre d'exempie supplemental piusieurs lots de lyophilisats de SR 27897B ont ete 
25 sums en stabilite a 5'C, 25'C, 40*C et 50'C pendant 1 mois. 3 mois et 6 mois. 

Le TABLEAU 5 qui represents ia teneur totale en substances apparentees 
(impuretes), expnmee en % en poids de SR 27897B initial, retrouvees dans les 
lyophilisats de SR 27897B apres 1 mois de conservation montre que la stabilite est 
30 exceilente apres ce temps de conservation. 



35 
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TABLEAU 5 



5 



10 



15 



Lot n° 


% impuretes 
a5'C 


% impuretes 
a25*C 


% impuretes 
a40'C 


% impuretes 
a50°C 


1 


<0,27 


<0.26 




<0,25 


2 


<0.23 


<0.26 




<0.24 


3 


<0.23 


<0.26 




<0.25 


4 


<0.26 


<0.24 




<0,24 


5 


<0,23 


<0.25 




<0,26 


6 






<0.1 




7 






<0.1 




8 






<0,1 




9 






<0.1 




10 






<0.1 




11 




<0,1 


<0.1 





Le TABLEAU 6 qui represente la teneur totale en substances apparentees 
20 (impuretes) retrouvees dans !es iyophilisats de SR 27897B apres 3 mois d 

conservation a 50*C t montre que la stabilvte est excellente apres ce temps d 
conservation. 

TABLEAU 6 

25 





% impuretes 


Lotn 0 


a50*C 


1 


<0.1 


2 


<0,1 


3 


<0.1 


4 


<0,1 


S 


<0.1 



Enfin le TABLEAU 7 representant la t neur total en substances apparentees 
(impuretes) retrouvees dans les Iyophilisats de SR 27897B apres 6 mois de 
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conservation a 5'C at 40°C, montre que la stabilite est egalement excellente apres 
ce temps de conservation 



TABLEAU 7 



Lotn° 


% impuretes 
a5*C 


% impuretes 
a40*C 


7 


<0.1 


0.13 


8 


<0.1 


0,1 


9 


<0.1 


0.1 


11 




<0.1 



Diffraction des rayons X. 

Le resultat de ('analyse par diffraction de rayons X sur la poudre de deux lyophiiisats 
contenant un melange mannrtol/alamne dans un rapport R = masse de mannitol / 
masse d'alanme * o,5 est indique sur la figure 1, diffractogrammes 1 et 2. Les 
diffractogrammes 3 et 4 de la figure 1 representor* les temoms alanine et mannitol. 
Comma nous pouvons I'observer sur cette figure, la raie situee entre 10* et 11°. 
caracteristique du mannitol cristallise. n'est pas obtenue pour les deux lyophiiisats 
de SR 27897B. Ainsi pour R = 0.5 ; I'aianine est seule sous forme cristailisee, le 
mannitol etant lui sous forme amorphe. 



Analyse thermique differentielle. 

La figure 2 represente I'influence du rapport massique alanine sur mannitol sur la 
temperature de transition vitreuse des lyophiiisats. Cette figure nous montre que la 
temperature de transition vitreuse maximale est obtenue pour (1/R) > 1 c'est a dire 
pour R compns entre 0 et 1. En general, la temperature de transition vitreuse est 
representative de la temperature maximale de stabilite du lyophiiisat. Ainsi la 
temperature maximale de stabilite du lyophiiisat est atteinte pour R compns entre 
0et1. 



TABLEAU 8 ci-dessous represente les resultats des contrdles m.tiaux effectues 
les lyophiiisats de SR 47436 pour la teneur en eau. la teneur totale n 
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substances apparentees (impuretes) et sur les lyophilisats repris par de I'eau PPl 
pour ie pH. 

TABLEAU 8 

5 



Lotn 0 


% eau 


% impuretes 


pH 


12 


0.5% 


0.24 


6.6 


13 


0.2 


0.1 


6.7 



Le TABLEAU 9 d-dessous represents les teneurs totales en substances 
apparentees exprimees en pourcentage de purete en SR 47436 des lyophilisats d 
SR 47436 lot 12 apres 1 semaine et 2 semaines de conservation a 5*C, 25'C, 35°C 
et 50°C. 



TABLEAU 9 



20 



Lot n°12 


5 # C 


25'C 


35"C 


50*C 


1 semaine 


99.89 


99.89 


99.71 


98,47 


2 semaines 


99.90 


99.82 


99.47 


97,05 



Le TABLEAU 10 ct-apres represente les teneurs totales en substances apparentees 
exprimees en pourcentage d'impuretes, des lyophilisats de SR 47436 lot 13 apres 3 
mois, 6 mois et 9 mois de conservation a 5*C, 25°C et 35°C. 

25 

TABLEAU 10 



Lotn*13 


5-C 


25*C 


35*C 


3 mois 


0.1% 


0.2% 


0.3% 


6 mois 


0,2% 


0.3% 


0.6% 


9 mois 


0,3% 


0,3% 
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Le TABLEAU 11 ci-dessous represente les teneurs totales en substances 
apparentees exprimees en pourcentag d'impuret ' s, des lyophiiisats de SR 57746A 
apres 1 mois et 3 mois de conservation a 5°C, 2S"C et 40°C et d'un lyophilisat de 
SR 57746A reconstitue immediatement (reference) 

5 



TABLEAU 11 



10 



Lots n°14 
et n° 15 


5-C 


25*C 


40'C 


reference 




< 0,1 % 




1 mois 


< 0.1 % 


< 0.1 % 


< 0.1 % 


3 mois 


< 0.1 % 


< 0.1 % 


< 0.1 % 



15 



20 



25 



30 
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EXEMPLE 1 : Composition d'un iyophilisat de SR 27897 (base) a reprendre par 1 ml 
d'eau PPI 



5 



10 



15 



UUNo I I 1 (JAIN I O 


Formuie unitaire en 




(mg) 


SR 27897B* 


1,18 mg 




io,o mg 


Mannrtol 


9,0 mg 


Phosphate monosodique 


0,3 mg 


dihydrate apyrogene 




Phosphate disodique 


8,5 mg 


dodecahydrate apyrogene 




Fiacon verre blanc type 1 de 3 ml 


1 


Bouchon pilier en chtorobutyle gris 


1 


Capsule en aluminium Flip-off bleue diametre 13 mm 


1 



'correspondant d 1 mg en SR 27897 atide 



20 EXEMPLE 2 : Composition d'un Iyophilisat de SR 27897 (base) a reprendre par 5 ml 

d'eau PPI 





CONSTTTUANTS 


Formuie unitaire en (mg) 


25 


SR 27897B* 


5,9 mg 


Alanine apyrogene 


90,0 mg 




Mannrtol apyrogene 


45,0 mg 




Phosphate monosodique 


1,5 mg 




dihydratt apyrogdne 






Phosphate disodique 


42,5 mg 


30 


dodecahydrate apyrogene 






Fiacon verre blanc type 1 de 20 ml 


1 




Bouchon pilier en chiorobutyte gris 


1 




diametre 20 mm 






Capsul n aluminium Flip-off bl ue diametre20 mm 


1 


35 







•conresp ndant a 5 mg en SR 27897 acid 
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EXEMPLE 3 : Composition d'un lyophilisat de SR 47436 a 5 mg a reprendre par 5 



25 



30 



ml d'eau PPI 


CONSTfTUANTS 


Formuie unttaire en (mg) 


SR 47436 




5,0 mg 


Alanine apyrogene 




115,0 mg 


Mannitol apyrogene 




50,0 mg 


hydroxyde de potassium 




0,687 mg 


Flacon verre blanc type 1 de 20 ml 




1 


Bouchon piiier en chiorobutyle gris, diametre 20 mm 




1 


Capsule aluminium opercuiee, diametre 20 mm 




1 


EXEMPLE 4 : Composition d'un lyophilisat de SR 57746A (chlorhydrate) d 


reprendre par 4 ml d'eau PPI 






CONSTJTUANTS 


Formuie unrtaire en (mg) 


SR57746A 




0,44 mg 


Alanine apyrogene 




72,0 mg 


Mannitol apyrogene 




36,0 mg 


Acide crtrique anhydre apyrogene 




30,8 mg 


Racon veme blanc type 1 de 20 ml 




1 


Bouchon pilier en chiorobutyle gris 




1 


diametre 20 mm 






Capsule en aluminium Flip-off bieue diamdtre 




1 


20mm 







35 
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EXEMPLE 5 : Composition d'une solution de SR 57746A (chlorhydrate) a lyophiliser 
exprimee en concentration pour des volumes frnaux de solution 
pouvant atteindre 100 ml par addition d'une quantrte d'eau PPI 
adequate. 



5 





CONSTITUANTS 


Formula unrtaire exprimee 
en mg/ml 


10 


SR57748A 


0,11 mg/ml 


Alanine apyrogene 


18,0 mg/ml 




Mannitol apyrogene 


9,0 mg/ml 




Acide crtrique anhydre apyrogene 


7,7 mg/ml 




Eau pour preparations injectables 


QSP 1 ml 


15 


Flacon verre bianc type 1 


1 


Bouchon piiier en chlorobutyle gris 


1 




Capsule en aluminium Flip-off bleue 


1 



20 EXEMPLE 6 : Composition d'un lyophilisat de SR 57746A (chiortiydrate) contenant 

da 0,01 mg a 0,2 mg de SR S7746A (chiortiydrate) a reprendre par 
1 ml d'eau PPI. 



25 



30 



CONSTITUANTS 


Formula unrtaire en (mg) 


Alanine apyrogene 


18,0 mg 


Mannitol apyrogene 


9,0 mg 


Acide dtrique anhydre apyrogene 


7.7 mg 


Flacon verre blanc type 1 de 3 ml 


1 


Bouchon piiier en chlorobutyle gris 


1 


Capsule en aluminium Rip-off bleue diametre 


1 


13mm 





35 
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EXEMPLE 7 : Composition d'un lyophilisat de SR 57746A (chlorhydrat ) a 
reprendre par 4 ml d'eau PPI 



CONSTTTUANTS 


Formuie unitatre en (mg) 


SR57746A 


0,44 mg 


Alanine apyrogene 


72,0 mg 


Mannitol apyrogene 


36 f 0 mg 


Acide crtrique anhydre apyrogene 


30,8 mg 


Polysorbate 80 


4,0 mg 


Flacon verre blanc type 1 de 20 ml 


1 


Bouchon piiier en chlorobutyle gris 


1 


diametre 20 mm 




Capsule en aluminium Flip-off bleue diametre 20 mm 


1 



EXEMPLE 8 : Composition d une solution de SR 57746A (chlorhydrate) a lyophiiiser 
exprimee en concentration pour des volumes finaux de solution pouvant atteindre 
100 ml par addition d'une quantite d'eau PPI adequate. 



20 



CONSTTTUANTS 


Formuie unitaire exprimee 




en mg/ml 


SR57746A 


0,11 mg/ml 


Alanine apyrogene 


18 t 0 mg/ml 


Mannitol apyrogene 


9,0 mg/ml 


Acide crtrique anhydre apyrogene 


7,7 mg/ml 


Potysorbate 80 


1,0 mg/ml 


Eau pour preparations injectables 


QSP 1 ml 


Flacon verre blanc type 1 


1 


Bouchon piiier en chlorobutyle gris 


1 


Capsule en aluminium Flip-off bleue 


1 



35 
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EXEMPLE 9 : Composition d'un lyophilisat de SR 57746A (chlortiydrate) contenant 
de 0,01 mg a 0,2 mg de SR 57746A (chlorhydrate) a reprendre par 1 ml d'eau PPI. 



5 



10 



CONS7TTUANTS 


Formule unitaire en (mg) 


Alanine apyrogene 


18,0 mg 


Mannitol apyrogene 


9,0 mg 


Actde crtrique anhydre apyrogene 


7,7 mg 


Polysorbate 80 


1,0 mg 


Flacon verre blanc type 1 de 3 ml 


1 


Bouchon piiier en chlorobutyle gris 


1 


Capsule en aluminium Rip-off bleue diametre 13 mm 


1 



15 



20 



25 



30 



35 
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REVENDICATIONS 



1. 



Formulation iyophiiisee constituee d'une phase amorphe et d une phase 
cristalline, pharmaceutiquement acceptable comprenant au moins un principe 
actif non proteique. caracterisee en ce qu'elle contient du mannitol et de 
I'alanine dans un rapport R compris entre 0,1 et 1. R representant la masse de 
mannitol sur la masse d'alantne. 

2. Formulation salon la revendication 1 dans laquelle le principe actif est n 
association avec un autre principe actif de nature proteique. 

3. Formulation salon la revendication 1 ou 2 comprenant en outre au moins un 
compose addrtionnel choisi parmi: un tampon, un tensio-actif. un conservateur, 
un sel, un antioxydant et un agent chelatant 

4. Formulation selon la revendication 1 ou 2 pour la reconstrtutoon d'une solution 
pour son administration par voie parenterale. 

5. Formulation selon la revendication 1 ou 2 pour la reconstitution d'une solution 
pour son administration par voie oraie. 

6. Formulation selon la revendication 4 pour la reconstitution d'une solution 
injectable . 

7. Formulation selon la revendication 1 directement administrate par voie orale. 



8. Formulation selon la revendication 1 dans laquelle le principe actif est choisi 
parmi le groupe constrtue par les addes phenyialcanoiques, les anti- 
inflammatoires non steroidiens du type oxicam, le paracetamol. I'acetylsalicylate 
de lysine ou d'arginine, les addes biliaires. les corticosteroides, les 
anthracydines. le phlorogludnol. les derives de platine, les derives d s 
alcaloTdes de la vinca minor, les derives des alcaloides de I'ergot de seigle. I s 
derives des bases puriques ou pynmidiques, les prostaglandines. les 
benzodiazepines. I s antibiotiqu s beta-lactamiqu s. les antibiotiqu s 
macrolides, les antibiotiqu s de la famiil des tetracydines, les antibiotiques du 
type chloramphenicol. I s antibi tiques du typ spiramydne. les nrtroso-urees. 
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les moutardes azotees, les H^antagonistes. ('omeprazole, les vitamines, ies 
antrtumoraux, les medicaments cardiovasculaires, les medicaments 
hematologiques, les medicaments anticoagulants et antithrombotiques, les 
hepannoides, I'oxoglutarate de diarginine, les extraits de pi antes, les 
5 nucleotides, les analogues de I'adde valproique, la metopimazine, la moxisylrte, 

les bisphosphonates actifs en tant quagent antiosteoporotique, la praltdoxime, 
la deferoxamine, les barbituriques, le dom6thiazole, les antagonistes 5-HT 2( I s 
antagonistes de I'angiotensine II, la fantofarone, la tirapazamine, le (2SM- 
[(2R,3S) 5-chioro-3K2-chlorophenyl)-1.(3 l 4Hlim6moxybenzenesuifonyl 
1 0 -2,3-dihydro-1 H-indole-2-caitonyllpyrrolidine-2-carboxamide t le N, N-dibutyt-3- 

{4-[(2-butyl-5-m6thylsutfonamido)benzofuran-3-yl- 
carbonyi]phenoxyt}propytamine, 

le 6-{2Hjiemylamino-2-m6thyl)propylamino-3-phenyM-propylpyndazine, 
l'6thyl{(7S)-7-[(2R)-2-(3-<*lorophe^^ 

1 5 naphthal*i>2-yloxy}ac6tate, le 1-(2,4-dichlorophenyl)-3-(N-piperidin-1 -yk 

carboxamido>-4-m6thyl-5^4^lorophdnyl). 1 W-pyrazole, le 4-{[N-(3,4-dimethoxy- 
phen6thyl)}-N-m6thylaminopropoxyl}-2-benzenesutfonyl -3-isopropyM -methyl 
-indole, I'acide 2^1^-chloroquinolin^yl)-5^ le 
-3-carbonyQamino}adamantane-2-carboxylique. le N-cydohexyl-N-Athyl-3-(3- 

20 chtoro«4-cydohexylph6nyl)prop-2-6nylamine t le (-)-N-mdthyl-N-(4-<4-acetylamino- 

4-phenyipip6ridino)-2-(3,4^ichlor^ le chlorure de (Sh^ 

{2-[3-(3,4^ichloroph6nyl)-1-(3-isopropoxyph6nylacetyl)pipe 
ph6nyM-azoniabicydo[2.2.2] octane et ses sels quatemaires pharma- 
ceutiquement acceptables, le 4-amino-1-(6-chioropynd-2-yl)piperidine, le (S)*N- 

25 (1^t1-benzoyl-3-(3,4^ichlorophenyl)pi^ 

^yl^N-mdthylacdtamide, I'adde 2-{[4-(2-chlorophenyl)thiazol-2-yl]aminocarbonyl} 
indote-1-ac6tique v le dopidogrel, le chlorftydrate de 1-(2-naphtaldn-2-yldthyl)-4- 
(3-trifluorom6thylph6nyl)-1 ,2.3,6-tttrahydropyridine, la N,N-dim6thyl-N , -(pyrid!n- 
3-yl)m6th^N44^2 t 4,6-triisopropyiphenyl)thiazol-2-ylJ6m ,2-diamine, et 

30 leurs sels pharmaceutiquement acceptables. 

9. Formulation seton la revendication 1 dans laquelle le pnnape actif est 
choisi panmi I'adde 2-fl4-{2-chlorophenyl)thiazol-2-yl]aminocarbonyl}indole-1- 
ac6tique ou son s I de potassium, I'irbesartan, I dopidogrel, ladd 
35 ursodesoxycholique et son sel de sodium, le chlorhydrate de 1-(2-naphtalen-2- 

y!6thyl)-4-<3-trifluorom6^^ , le fumarat de N,N- 
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30 



dim6thykNWpyridin-3-yl)m6th^ 

1,2-diamine, i'aade 2-[(5.(2.6^im*thoxyphdnyl)-l-{4-[(3-dim6thylaminopropyl) 
methylearoamoyl>2-isopropyl-phenyl}-1 H-pyrazole-3-carbonyl)aminoJ 
adamantane-2-carboxyiique, le 3-(1-{2-[4-ben2oyl-2-(3,4-difluorophenyl) 
morpholino-2-ylJethylM.phenjrt.piperidin-4.yl).l ,1-dimethyluree. le thchlortiydrate de 
i'actda 3-{N-{4-{4-(aminoiininomethyl)phenylh1 ,3-thiazol-2-yl)-N^1-cart)oxy- 
mothylpiperidiiv4-yl)ainino]prDpionique, le 3-{N-{4-C4.(ainino(N-ethoxycart)ony|. 
imino)memyl)phenylH.3-miazo^^ 

aminojpropionate d'ethyle, le 5-ethoxy-1-{4-<N-/ffr-butytcart>amoyl)-2-methoxy. 
beraenesulfonylh3.spiro44-(2.morpholinoethyloxy)cydohexa et 
leurs sels pharmaceutiquement acceptables. 

10. Formulation seion la revendication 1 obtenue apres lyophilisation d une solution 
dans laquelle le mannitol est a une concentration de 9 mg par ml, I'alanine est a 
una concentration de 18 mg par ml et le princrpe actif est I'adde 2-{[A-{2- 
chtorophenyl)miazol-2yqaminocart)onyl)ino^l-1-acetique a une concentration de 
1.18 mg par ml ou un de ses sels pharmaceutiquement acceptables a une 
concentration equivalente 

11. Formulation seion la revendication 1 obtenue apres lyophilisation d une solution 
dans laquelle le mannitol est a une concentration de 10 mg par ml, I'alanine est 
a une concentration de 23 mg par ml et la princrpe actrf est I'irbesartan a une 
concentration de 1 mg par ml ou un de ses sels pharmaceutiquement 
acceptables a une concentration equivalente. 

12. Formulation seion la revendication 1 obtenue apres lyophilisation d une solution 
dans laquelle le mannitol est a une concentration de 9 mg par ml, I'alanine est a 
une concentration de 18 mg par ml et le principe actif est le chlorhydrate de 1- 
(2-naphtalen-2-y l-ethyl W3-trffluoromethylphenyi)-l ,2.3,6-tetrahydropyridine a 
une concentration comprise entre 0.01 mg et 0.2 mg par ml ou un de ses sels 
Pharmaceutiquement acceptables a une concentration equivalente. 
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FIGURE 1 

Analyse par diffraction de rayons X sur la poudre de deux lyophilisats 
contenant un melange mannrtol/alanine dans un rapport R = 0,5 ; R dtant 
le rapport massiqu mannitol sur alanin . 
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Influence du rapport 1 /R = alanine / mannitol (w/w) sur la temperature de 
transition vit reuse des lyophilisats 
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